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UTILISATION D'UN POLYSACCHARIDE SULFATE DE BAS POIDS 
MOLE CULAI RE POUR L' OB TENT I ON D'UN MEDICAMENT ACTIF CONTRE 
LA THROMBOSE VASCULAIRE 

La presente invention a pour objet 
5 1' utilisation d' un polysaccharide sulfate de masse molaire 
inferieure ou egale a 10 000 g/mol, susceptible d'etre 
obtenu par depolymerisat ion radicalaire d'un fucane brut 
issu de Pheophycees pour l'obtention d'un medicament actif 
contre la thrombose arterielle et contre la- restenose 
10 arterielle. 

La thrombose consiste en la formation d'un 
caillot ( thrombus) dans l'appareil circulatoire, caillot 
qui obstrue la lumiere du vaisseau dans lequel il se 
forme. Elle est la consequence de 1' activation 

15 pathologique des phenomenes physiologiques de l'hemostase, 
c'est-a-dire des phenomenes qui concourent a la prevention 
et a 1' arret des saignements. 

La thrombose met en jeu un processus complexe 
impliquant 1' activation en cascade de differents facteurs, 

20 aboutissant a la formation de la thrombine, enzyme cle de 
la coagulation, puis a la f ibrinof ormation . La formation 
du thrombus debute par 1' adhesion des plaquettes au tissu 
conjonctif sous-endothelial, mis a nu par une lesion de 
1' endothelium vasculaire. Les plaquettes s'agregent entre 

25 elles et l'agregat s'entoure d'un reseau de fibrine, qui 
emprisonne egalement des globules blancs et des globules 
rouges, formant le thrombus . 

La thrombose arterielle differe de la 
thrombose veineuse en ce qu'elle survient le plus souvent 

30 sur une artere lesee par la presence d' une plaque 
d'atherome ; cette lesion se caracterise en autre par la 
proliferation et la migration vers 1' intima des cellules 
musculaires lisses de la media. La thrombose arterielle se 
produit souvent lors de la rupture de la plaque 

35 d'atherome, avec perte de continuity de 1' endothelium 
vasculaire. L' adhesion et l'agregation des plaquettes 
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jouent un role primordial dans le phenomene de thrombose 
arterielle . 

L' ensemble du processus de reponse a la lesion 
d'une artere implique de nombreux phenomenes biologiques 
5 cellulaires mettant en jeu des modifications du phenotype 
des cellules musculaires lisses (CML) , ainsi que 
1' expression de facteurs de croissance qui favorisent la 
proliferation des cellules endotheliales . 

Dans le traitement de la thrombose veineuse, 

10 on utilise classiquement des anticoagulants, notamment 
l'heparine, qui possedent la propriete d' inhiber la 
thrombine et sa formation. 

L'heparine est un polysaccharide sulfate 
constitue d' unites de glucosamine et d'acides uroniques 

15 liees en 1-4, dans lesquelles les groupes sulfates sont 
presents sur la fonction amine de la glucosamine et/ou sur 
des fonctions alcools de la glucosamine et de l'acide 
uronique. Ce polysaccharide, dont les proprietes 
anticoagulantes sont bien connues, est actuellement 

20 largement utilise dans le traitement des accidents 
thrombotiques . L'heparine presente toutefois des effets 
secondaires tres importants ( saignements , risques de 
thrombopenies immuno-allergiques ) et elle est tres peu 
efficace en thrombose arterielle. De plus, 1'origine 

25 animale de ce produit est susceptible d'entrainer un 
risque potentiel de contamination par des agents 
infectieux non conventionnels . 

Des techniques de depolymerisation chimique ou 
enzymatique ont permis d'obtenir, a partir de l'heparine 

30 non fractionnee (HNF) , des chaines polysaccharidiques de 
bas poids moleculaire, a savoir de poids moleculaire 
compris entre 2 000 et 10 000 g/mol, nominees HBPM 
(Heparines de Bas Poids Moleculaire) . De nombreuses HBPM 
ont ete synthetisees et sont notamment commercialisees 

35 sous les denominations Enoxaparine®, Reviparine®, 
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Dalteparine®, Fraxiparine®, Tinzaparine®, Certoparine®, 
Opocrine®, Parnaparine®, etc. 

Des etudes cliniques ont montre que, dans la 
prophylaxie des accidents thrombo-emboliques veineux, les 
5 HBPM possedent une efficacite identique, sinon superieure, 
a celle de l'HNF. Toutefois, les HBPM n' abolisent pas le 
risque hemorragique et peuvent entrainer, au meme titre 
que l'HNF, quoique avec une moindre frequence, une 
thrombopenie immuno-allergique . 

10 D' autre part, il a ete montre en particulier 

par M. Lerch et al. (European Heart Journal, Aout 1998, 
19 , 495) et H. Rickli et al. (European Heart Journal, Aout 
1998, 19, 470) que des HBPM ( respect ivement , Reviparin® et 
Fraxiparin®) sont inefficaces pour lutter contre la 

15 restenose apres angioplastie , c'est-a-dire le phenomene de 
reapparition d'un retrecissement de la lumiere d' une 
artere lie a 1' intervention d'une sonde a ballonnet en 
chirurgie vasculaire . 

II existe d' autres polysaccharides sulfates 

20 que les heparines, par exemple les fucanes. Ces 
polysaccharides sulfates, de poids moleculaire eleve (100 
a 800 kDa) , sont presents dans les parois cellulaires des 
thalles d'algues brunes. II s'agit de polymeres de 
L-fucose sulfate qui peuvent egalement contenir du 

25 D-xylose, du D-galactose, du D-mannose et des acides 
uroniques, ces derniers n'etant pas sulfates, 
contrairement a ceux de l'heparine- Les fucanes different 
egalement de l'heparine en ce qu'ils ne comprennent pas 
d' amino-sucres . 

30 Les fucanes possedent differentes proprietes 

qui rendent particulierement interessante leur 
exploitation dans de nombreux domaines therapeutiques . 

II a notamment ete montre que des fractions de 
fucane de faible masse molaire, a savoir de masse molaire 

35 voisine de celle de l'HNF, qui est d' environ 15 kDa, 
obtenues par hydrolyse acide tel que decrit dans le Brevet 
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europeen 0 403 377, presentent une activite ant icoagulante 
(S. Colliec et al., Thromb. Res., 1991, 64, 143-154) et 
antithrombotique par voie intraveineuse (S. Mauray et al., 
Thrombosis and Haemostasis, 1995, 74(5) , 1280-1285) et par 
5 voie sous-cutanee (J. Millet et al., Thrombosis and 
Haemostasis, 1999, 81, 391-395) comparable a celle des 
heparines de bas poids moleculaires. 

II a egalement ete montre que ces memes 
fractions de fucane sont capables d'inhiber, cornme 

10 l'heparine, la croissance des cellules musculaires lisses 
vasculaires en culture (D. Logeart et al. , Eur. J. Cell. 
Biol., 1997, 7_4, 376-384 et 385-390). Les effets observes 
sont reversibles, ne sont pas lies a une action 
cytotoxique et dependent de la concentration du compose 

15 dans le milieu de culture. Cet effet antiprolif eratif sur 
la croissance des cellules musculaires lisses semble 
specif ique puisqu'il n'est note, a ces concentrations, 
aucune inhibition sur la croissance de lignees 
f ibroblastiques, et que ces composes sont capables de 

20 potentialiser la croissance de cellules endotheliales en 
culture (J. L. Giraux et al., Eur. . J. Cell. Biol, 1998, 
77, 352-359) . 

Giraux et al. ont montre, dans Thromb. 
Haemost., 1998, 8_0, 692-695, que ces memes fractions de 

25 fucane, obtenues par hydrolyse acide selon le protocole 
decrit dans le Brevet europeen 0 403 377, induisent 
in vitro la liberation de TFPI (Tissue Factor Pathway 
Inhibitor) par les cellules endotheliales de la veine de 
cordon ombilical humain, effet qui pourrait contribuer a 

30 1' action antithrombotique de ces fractions de fucane. 

D' autre part, il a ete montre dans la Demande 
de Brevet EP 0 846 129 que des fragments de fucane, 
obtenus par depolymerisation radicalaire d'un fucane de 
Pheophycees en presence d'un catalyseur metallique et de 

35 peroxyde d' hydrogene et possedant une masse molaire 
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inferieure ou egale a 10 000 g/mol, conservent, in vitro, 
les proprietes anticoagulantes du fucane brut. 

Outre l'HNF, les HBPM et les fucanes, d'autres 
agents anticoagulants ont ete decrits pour leur action 
antithrombotique (inhibition de la formation du thrombus 
et/ou de sa croissance) : il s'agit notamment des 
heparinoides (melange de glycosaminoglycanes de bas poids 
moleculaires, par exemple l'Orgaran® commercialise par 
Organon Inc.), des antivitamines K et des hirudines. Les 
hirudines, par exemple la Lepirudin (Refludan®) 
commercialisee par Behrinwerke AG - Hoechst Marion Roussel 
ou la Desirudin (Revasc®) commercialisee par Novartis - 
Rhone Poulenc Rorer, peuvent entrainer, au merae titre que 
l'heparine non fractionnee, un risque hemorragique 
15 important. 

En thrombose arterielle, deux classes de 
composes sont utilisables ou a 1' etude (Samama M. M. et 
Desnoyer P. C, « Les bases pharmacologiques des 
traitements antithrombotiques - Agents antithrombotiques 
actuels et futurs », 1995, Edition Masson) : il s'agit des 
antiagregants plaquettaires , par exemple l'acide 
acetylsalicylique, le dipyridamole, la ticlopidine, le 
clopidogrel, l'anticorps anti-GPIIb/IIIa, et des 
f ibrinolytiques (streptokinase, urokinase, etc), qui 
dissolvent le caillot par activation du systeme 
fibrinolytique et liberation de la plasmine (enzyme 
proteolytique capable de lyser rapidement le caillot de 
fibrine) . 

L' utilisation de ces composes doit souvent 
etre associee a une intervention endoscopique pour elargir 
la lumiere de l'artere retrecie, telle qu'une 
angioplastie . Or, ces traitements ne sont pas suffisamment 
efficaces a moyen terme, car une restenose des arteres 
ainsi desobstruees survient frequemment, et ce dans les 
35 quelques mois qui suivent le traitement. 
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Ainsi, il apparalt que les agents 
antithrombotiques decrits ci-dessus ne permettent pas de 
prevenir ou de traiter de fagon efficace une thrombose 
arterielle ou une restenose, probleme essentiel apres une 
5 angioplastie . Suite a une telle chirurgie., 1' endothelium 
presente un disf onctionnement par rapport a 1 ' endothelium 
d'origine. L' agression' parietale induite par cette 
chirurgie peut se traduire par un phenomene de 
decompartimentation : perte de 1 ' endothelium et 

10 communications directes entre le compartiment sanguin et 
les cellules musculaires lisses. A cette agression, la 
paroi repond par un processus associant une migration, une 
proliferation, une destruction et une secretion de matrice 
extracellulaire par les cellules musculaires lisses en 

15 position intimale, suivi d'une repousse de 1' endothelium, 
ce qui contribue a son epaississement et done au 
retrecissement de sa lumiere. Ce phenomene de 
cicatrisation parietale peut participer a la pathologie 
elle-meme, comme les stenoses anastomotiques sur les 

20 protheses vasculaires et les restenoses apres dilatation 
endoluminale • 

Au vu de l'etat actuel de la technique, le 
besoin d'un agent actif contre la thrombose et la 
restenose arterielles se fait done ressentir. 

25 Les Inventeurs se sont ainsi donnes pour but 

de pourvoir a un agent qui puisse etre utilise pour 
1'obtention d' un medicament actif contre la thrombose et 
la restenose arterielles, ledit medicament : 

- presentant une activite contre la thrombose 
30 vasculaire, notamment contre la thrombose veineuse, et de 

fagon particulierement avantageuse contre la thrombose 
arterielle, et ce lorsqu' il est administre par voie 
parenterale, 

- ne presentant pas de risque hemorragique 

35 majeur, 
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- ne presentant pas le risque potentiel de 
contamination virale lie aux produits d'origine animale, 

permettant d'obtenir une prevention de 
1' occlusion arterielle dans le cadre de la prevention de 
5 la restenose, en particulier a la suite d'une 
angioplastie . 

Les Inventeurs ont maintenant trouve que, de 
maniere inattendue, ces buts sont atteints par 
1' utilisation d'un polysaccharide sulfate susceptible 
10 d'etre obtenu par depolymerisation radicalaire d'un fucane 
brut issu de Pheophycees, ledit polysaccharide ayant une 
masse molaire inf^rieure ou egale a 10 000 g/mol. 

La presente invention a pour objet 
1' utilisation d'un polysaccharide sulfate susceptible 
15 d'etre obtenu par depolymerisation radicalaire d'un 
fucane brut issu de Pheophycees, ledit polysaccharide 
ayant une masse molaire inferieure ou egale a 
10 000 g/mol, pour l'obtention d'un medicament destine a 
la prevention ou au traitement de la thrombose 
20 vasculaire. 

De fagon particulierement avantageuse, 
1' utilisation d'un tel polysaccharide sulfate permet 
d'obtenir un effet antithrombotique qui n' est pas 
accompagne d'un risque hemorragique majeur. 

25 Ledit polysaccharide sulfate est susceptible 

d'etre obtenu comme decrit dans la Demande de Brevet 
EP 0 846 129. A titre d'exemple, le type de Pheophycees 
dont est issu ledit polysaccharide sulfate est 
Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus, Pelvetia 

30 canaliculata ou Undaria pinnatifida . 

De fagon particulierement avantageuse, 
l'origine vegetale du polysaccharide utilise dans la 
presente invention elimine tout risque de contamination 
virale du sujet auquel il est administre. 

35 Selon un mode de realisation avantageux de 

1' utilisation selon 1' invention, ledit medicament est 
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destine a la prevention ou au traitement de la thrombose 
veineuse. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de V utilisation selon 1' invention, ledit medicament est 
5 destine a la prevention ou au traitement de la thrombose 
' arterielle, processus dans lequel la formatron _du 
thrcmbu. et les depots plaquettaires jouent un role 

important. ^ dispoS ition avantageuse de ce mode 

10 de realisation, ledit medicament est destine a la 
prevention de la restenose arterielle. 

Le polysaccharide sulfate utilise dans la 
presente invention a avantageusement une masse molarre 

inferieure a 5 000 g/mol. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de la presente invention, ledit medicament est destine a 
etre .dmini.tr* .par voie parenteral, de preference par 
voie intraveineuse -ou sous-cutanee,-, 

Chez le lapin, dans un modele >de, thrombose 
20 veineuse experimentale, apres .-injection pax, voie sous- 
cutanee, une meme activite antithrombot ique est observe 
pour des doses d' HBPM et de polysaccharide sulfate 
(polysaccharide susceptible d'etre obtenu par 
depolymerisation radicalaire d'un fucane brut issu de 
25 Pheophycees, cornme decrit ci-dessus) respectivement egales 
a img/kg et a lOmg/kg, c'est-a-dire pour une dose de 
polysaccharide sulfate 10 fois superieure a celle d une 
HPBM 

Si une extrapolation chez l'homme est 
30 possible, les dose journalises dudit medicament sent de 
preference comprises entre 150 et 300 mg (administration 
de fa ? on preventive) ou entre 450 et 600 mg 
(administration de fagon curative) par voie sous-cutanee ; 
il est bien entendu toutefois que 1' Homme de 1 Art 
35 adapters ces doses en fonction de 1'age, du poids et de la 
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pathologie du patient, notamment en fonction du risque 
thrombogene . 

Dans le mode de mise en oeuvre relatif a la 
prevention de la restenose arterielle, ledit medicament 
5 est avantageusement destine a etre administre par voie 
locale, par exemple par diffusion endoparietale . 

La diffusion endoparietale consiste en une 
administration locale de la composition pharmaceutique, 
par exemple au moyen d'un ballonnet. Le passage repete du 

10 ballonnet, lors de 1' intervention chirurgicale 

d' angioplasties a pour effet de supprimer 1' endothelium et 
de stresser les cellules musculaires et la matrice 
extracellulaire de la media. En reponse a la 
desendothelialisation, une agregation plaquettaire va se 

15 reproduire au site de la lesion, liberant localement du 
PDGF (Platelet Derived Growth Factor) . En reponse au 
stress medial, le FGF intracellulaire stocke dans la 
matrice va etre relargue. Ces facteurs de croissance vont 
induire 1 ' activation, la migration et la proliferation des 

20 cellules musculaires lisses. 

La technique de diffusion endoparietale permet 
une distribution topique endovasculaire du principe actif 
present dans ladite composition pharmaceutique . Differents 
types de ballons peuvent etre utilises, tels que des 

25 catheters a doubles ballonnets isolant une chambre de 
perfusion ou des ballonnets enduits de gel, ou encore des 
catheters non occlusifs. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions qui 

30 ressortiront de la description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de mesure de 1'activite 
antithrombotique, du risque hemorragique et de 1' effet 
anticoagulant de polysaccharides sulfates obtenus par 
depolymerisation d'un fucane de Pheophycees, ainsi qu'a 

35 1' etude des effets de ces polysaccharides sur 1' agregation 
plaquettaire . 
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II doit etre bien entendu toutefois que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 
1'objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
5 EXEMPLE 1 : ACTIVITE ANT I T HROMBOT I QUE DE POLYSACCHARIDES 
SULFATES OBTENUS PAR DE POLYMERISATION D'UN FUCANE DE 
PHEOPHYCEES 

1 . Preparation du fucane de bas poids moleculaire et de 
ses references 

10 Dans cet exemple et dans ceux qui suivent, 

sauf indication contraire, les references du fucane de 
bas poids moleculaire sont les suivantes : 

- l'heparine standard non fractionnee (HNF) 
est une heparine TERHORMON TH/023 (150 Ul/mg) fournie par 

15 Terdobliate (Novara, Italie) . Sa masse moleculaire 
moyenne est d' environ 15 000 g/mol ; 

- l'heparine de bas poids moleculaire (HBPM) 
est fournie par Pharmacia (France) sous la denomination 
Fragmine® (lot 94134, 2 500 UI anti-Xa/0,2 ml) . Sa masse 

20 moleculaire moyenne est d' environ 5 000 g/mol. 

Les concentrations requises en HNF et en HBPM 
sont obtenues par dilution avec du serum physiologique . 

Le fucane de bas poids moleculaire ( FBPM) 
utilise est obtenu par depolymerisation radicalaire d' un 
25 fucane de Pheophycees (Ascophyllum nodosum) conformement 
au procede decrit dans la Demande de Brevet EP 0 846 12 9. 
Le protocole mis en oeuvre est le suivant : 

- Depolymerisation radicalaire . 

25 litres d' extrait aqueux de fucane, obtenu 
30 selon le protocole decrit par Nishino et al. 
(Carbohydrate Research, 1989, 186 , 119-129) adapte a 
l'algue Ascophyllum nodosum, sont introduits dans un 
reacteur d'une capacite de 45 litres muni d' un dispositif 
d' agitation a 100 tours/minutes. La temperature est 
35 portee et maintenue a 60°C. 75 g d' acetate de cuivre 
(Fluka) sont ajoutes, soit une concentration de 0,02 M en 
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acetate de cuivre. Le pH est ajuste a 7,5 a l'aide 
d' environ 400 ml de soude 2 N (NaOH a 400 g/1, Panreac) . 
On ajoute alors du peroxyde d'hydrogene a une 
concentration de 10 a 13% a un debit de 85 ml/minutes, 
5 pendant 4 h . 

- Elimination du cuivre , 

Le milieu reactionnel est filtre sur des 
filtres en microfibres de verre dont le diametre des 
pores est de 2,6 \im (filtres Wathman de reference GF/D 

10 1823-150), afin d' eliminer le precipite de couleur verte 
forme lors de la reaction de depolymerisation . Le cuivre 
residuel est ensuite retenu par un passage sur une resine 
(Chelex® 20, Biorad) : l'extrait depolymerise est 
introduit, a un debit de 13 a 15 1/h, dans une colonne de 

15 verre d'une section de 113 cm 2 contenant 5 litres de 
resine prealablement passivee. En sortie de colonne, la 
solution de fucane depolymerise est decoloree et a un pH 
compris entre 10 et 11. 

La resine utilisee est ensuite regeneree selon 

20 les conditions operatoires donnees par le fabricant. 

- Diaf iltration, concentration et 
lyophilisation . 

La solution de fucane depolymerise obtenue ci- 
dessus est soumise a une ultrafiltration sur un systeme 
25 Pellicon® (Millipore) equipe de deux membranes 
polysulfones de 1 kDalton (Filtron). Un suivi de 
conductivity est effectue tout au long de ce procede, 
realise avec 10 volumes d'eau osmosee. 

Apres concentration jusqu'a un volume final de 
30 4 a 5 litres, le produit est lyophilise. Le rendernent, 
calcule sur le lyophilisat ,. est de 27%. 

- Reduction au borohydrure. 

267 g du fucane depolymerise obtenu ci-dessus 
(fucane lyophilise) sont dissous dans 3 1 d'eau osmosee 
35 et la solution est homogeneisee . 10 ml de cette solution 
sont preleves pour analyse du fucane avant reduction. 
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Separement, 202 g de borohydrure de sodium sont dissous 
dans 3 1 d' eau . La solution de borohydrure est ensuite 
ajoutee a la solution de fucane. La reaction est 
immediate et tres ef f ervescente . Apres 2 heures, la 
5 reaction est stoppee par addition d'acide acetique 10 N 
(acide acetique glacial, Panreac) jusqu'a l'obtention 
d'un pH neutre. Le volume d'acide ajoute est de 400 ml. 

Apres neutralisation, la solution est filtree 
sur microfibres de verre (fitre Wathman de reference GF/D 

10 1822-290) et soumise a une ultraf ilt ration/diaf iltrat ion 
sur un systeme Pellicon® (Millipore) equipe de deux 
membranes polysulfones de seuil de coupure de 1 kDalton 
(Filtron) . Le volume initial est de 9 1 ; la conductivity 
initiale est de 16,5 mS et chute a 3,5 mS en fin 

15 d' ultraf iltration/diaf iltration . Apres une concentration 
jusqu'a 7,5 1, le produit est filtre successivement sur 
des filtres de diametres de pores de 2,6 ^im (GF/D 
Wathman), puis 0,7 jam (GF/F Wathman) et enfin 0,2 jam 
(filtres Wathman en nitrate de cellulose, reference 7182- 

20 09). Le volume final a lyophiliser est de 7,75 1. Le 
rendement global de la reduction est de 60%, cette faible 
valeur etant due aux nombreuses manipulations realisees 
lors de cette etape. 

Le rendement total du procede d'obtention d'un 

25 fucane de bas poids moleculaire (depolymerisation et 
reduction) est par consequent de 16,2%. 

L' etape de reduction ne modifie pas l'activite 
anticoagulante et la composition chimique du fucane, 
comme cela sera detaille ci-apres (cf. tableau I). 

30 Le tableau I resume les caracteristiques du 

produit (fucane depolymerise) avant et apres 1' etape de 
reduction, a savoir sa masse molaire (Mc : masse molaire 
chromatographique determinee au sommet du pic) , son 
indice de polydispersite (correspondant au rapport M p /M n , 

35 avec M p : masse moleculaire moyenne en poids et M n : masse 
moleculaire moyenne en nombre) , sa teneur en oses neutres 
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(fucose, galactose, xylose), en acide uronique, en 
sulfate (S0 3 Na) , ainsi que la mesure de l'activite 
anticoagulante du produit par TCA (Temps de Cephaline 
Activee ) , exprimee en quantite de produit ajoutee a 1 ml 
5 de PPP (Plasma Pauvre en Plaquettes) necessaire pour 
doubler le temps de coagulation temoin (39 secondes) . 

La teneur en oses neutres a ete mesuree selon 
la technique decrite par Mopper et al. (environ, Sci. 
Technol., 1992, 26, n°l, 133-138). Les autres parametres 
10 ont ete mesure comme indique dans la Demande de Brevet 
EP 0 846 129. 



Tableau I 





Fucane avant 
depolymerisation 
(extrait aqueux) 


Fucane 
depolymerise, 
avant reduction 


Fucane 
depolymerise, 
apres reduction 


Mc (g/mol) 


> 600 000 


< 5000 


< 5000 


indice de 
polydispersite 


5 


If 9 


1,7 


fucose (%) 


28, 4 


32, 8 


34,3 


galactose (%) 


3,4 


1,6 


1,4 


xylose (%) 


3,7 


1,2 


1,0 


acide uronique 
(%) 


8,5 


3,7 


2,7 


S0 3 Na (%) 


22, 7 


34, 2 


32,2 


TCA (activite 
anticoagulante ) 
(ug/ml de PPP) 


nd* 


25 


25 



* nd : non determine 

15 

Ainsi, le procede de reduction decrit ci- 
dessus, realise apres la depolymerisation radicalaire, 
permet d' obtenir un fucane de bas poids moleculaire peu 
polydisperse, sans modifier globalement sa composition 
20 chimique et sans le desulfater. 

2 . Thrombose veineuse selon Wessler chez le lapin 

Protocole 

La thrombose veineuse experimentale est celle 
de Wessler et al. (1959) utilisant le facteur X active 
25 (FXa) comme agent hypercoagulant (Mauray et al., Throm. 
Haemost., 1995, 1±, 1280-5 et Millet et al. t Throm. 
Haemost., 1992, 67, 176-9). 



Comme decrit par Millet et al. (Throm. 
Haemost, 1999, 81, 391-395) , les produits sont 
administres par voie sous-cutanee, un effet dose et une 
cinetique de 1' effet etant realises. 
Resultats 

Le FBPM presente une activite dose dependante 
qui se manifeste des la dose de 2,5 mg/kg, avec un 
abaissement significatif et voisin de . 35% du poids des 
thrombi. Cette activite est proche de 100% pour la dose 
de 10 mg/kg. 

Des activites de 50%, 80% et 90% ont ete 
obtenues pour des doses respectives de Fragmine® de 80, 
100 et 200 UI anti-Xa/kg (Millet et al. e 1999, ibid). 

Le calcul mathemat ique, utilisant une 
regression logarithmique , permet la determination de la 
dose de FBPM necessaire pour diminuer de 80% (DE 80) le 
poids des thrombi temoins. Ainsi, la DE 80 du FBPM, par 
vois sous-cutanee, est de 7,4 (5,6-9,8) mg/kg. 

Comme observe par Millet et al., 1999 (ibid) 
sur le fucane de bas poids moleculaire obtenu par 
hydrolyse acide et en prenant la Fragmine® comme produit 
de reference, le FBPM montre, chez le lapin, une 
cinetique de 1' activite antithrombot ique plus precoce et 
plus durable. 

3 . Thrombose arterio-veineuse selon Umetsu chez le lapin 

3-a : activite ant ithrombotique en intraveineux 
• Protocole 

Les animaux utilises sont des lapins males 
neo-zelandais homozygotes de 2 a 2,5 kg de poids moyen. 
Apres une stabulation des animaux durant 6 jours en 
animalerie, ceux-ci sont utilises en periode de jeune. 

Apres premedication des animaux a 1' Imalgene®, 
ceux-ci sont anesthesies par une injection int raveineuse 
de pentobarbital sodique a 1% dans la veine marginale de 
l'oreille. L' injection se fait lentement avec un controle 
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du reflexe pupillaire et de la respiration. Environ 4 a 
5 ml de pentobarbital sont injectes a un lapin de 2 kg. 

Une artere carotide et une veine jugulaire 
opposee sont degagees. Un shunt arterio-veineux est place 
5 entre ces deux vaisseaux. Ce shunt est compose de 
2 catheters en polyethylene (diametre exterieur de 
1,9 mm) de 12,5 cm de longueur, ces deux catheters etant 
relies entre eux par un troisieme catheter d' un diametre 
interieur de 1,57 mm et d' une longueur de 6 cm, a 

10 1' interieur duquel est place un fil de soie. 

Les catheters sont silicones ( Sigmacote®, 
Sigma). Une bague Doppler de 1 , 3 mm de diametre est fixee 
autour du catheter introduit dans la carotide afin 
d'apprecier la variation de velocite du flux sanguin, 

15 representative de 1' occlusion. 

Un premier groupe de lapins, qui servira de 
controle, regoit du serum physiologique, trois autres 
groupes recevant respectivement une solution d' HNF 
(1 mg/kg) et deux solutions de FBPM (1 mg/kg et 2 mg/kg) . 

20 Les diverses solutions et leurs solvants (le serum 
physiologique) sont administrees sous un volume de 
1 ml/kg, par injection intraveineuse dans une veine 
marginale de l'oreille (opposee a celle servant au 
maintien de 1'anesthesie de 1' animal), 5 minutes avant la 

25 creation de la situation thrombogene. 

• Resultats 

Le tableau II resume les temps d' occlusion (en 
minutes) en fonction des doses de FBPM et d' HNF 
administres par injection intraveineuse. Le symbole 
30 indique le seuil de signif icativite d' une probability 
egale ou inferieure a 0,1% (p < 0,001 dans le test 
statistique de Student) . 



35 
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Tableau II 





Temoin 


HNF 
1 mg/kg 


FB 

1 mg/kg 


PM 

2 mg/kg 


Temps 
d' occlusion 
(min . ) 


15, 6 ± 1,7 


55, 4 ± 2,9"* 


27, 6 + 6,5 


43,7 ± 6,0*** 


Nombre 
d' animaux 


9 


5 


7 


6 



II ressort de ces resultats que le FBPM, 
administre par voie intraveineuse dans le modele de 
5 Umetsu adapte au lapin, presente une activite 
antithrombotique arterielle a des doses proches de celles 
responsables d'une activite antithrombotique veineuse. 

Un doublement du temps d' occlusion est note 
5 minutes apres une administration par voie intraveineuse 

10 de FBPM a la dose de 1 mg/kg (dose voisine de la DE 80 
antithrombotique veineuse). 1/ HNF administree a la dose 
de 1 mg/kg, dans les memes conditions, augmente de pres 
de 4 fois le temps necessaire pour 1'obtention d'une 
obstruction vasculaire totale chez les animaux temoins. 

15 Par ailleurs, il faut noter que cette dose correspond a 
10 fois la DE 80 antithrombotique veineuse de 1'HNF. 
3-b : activite antithrombotique en sous-cutane 

• Protocole 

On procede comme indique ci-dessus, les 
20 diverses solutions et leurs solvants (le serum 
physiologique) etant administrees sous un volume de 
1 ml/kg, par voie sous-cutanee , 2 heures avant la 
creation de la situation thrombogene. Les animaux sont 
repartis en trois groupes : un premier groupe, qui 
25 servira de controle, regoit du serum physiologique, alors 
que les autres groupes recoivent respectivement des 
solutions de FBPM a la dose de 7,5 mg/kg et d' HBPM a la 
dose de 60 UI anti-Xa/kg. 

• Resultats 

30 Le tableau III resume les temps d' occlusion 

(en minutes) en fonction des doses de FBPM et d' HBPM 
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administres par injection sous-cutanee. 



Tableau III 





Temoin 


HBPM 

(60 UI anti-Xa/kg) 


FBPM 
(7,5 mg/kg) 


Temps 
d' occlusion 
(min . ) 


12, 6 ± 1,0 


11, 8 ± 1,3 


22, 8 ± 3, 4 


Nombre d' animaux 


5 


4 


4 



5 II ressort de ces resultats qu'aux doses 

testees en sous-cutane, le FBPM double le temps 
d' occlusion temoin, alors que l'HBPM n'a aucun effet. 

Contrairement a ce qui est note pour 1'HNF (en 
injection intraveineuse) et pour l'HBPM (injection sous- 

10 cutanee) , la dose de FBPM necessaire pour doubler le 
temps d' occlusion arteriel est tres proche de la DE 80 
antithrombotique veineuse (a savoir 7,4 mg/kg), a la 
difference des heparines, pour lesquelles il est 
necessaire de multiplier par un facteur voisin de 10 la 

15 dose antithrombotique veineuse pour obtenir une dose 
active en thrombose arterielle. 
4 . Thrombose arterielle au FeCl3 chez le rat 

• Protocole 

Seule 1' administration par voie intraveineuse 

20 a ete etudiee dans ce modele. 

Les animaux utilises sont des rats males 
Wistar de poids variant de 240 a 390 g. Apres une 
stabulation des animaux durant 6 jours en animalerie, 
ceux-ci sont utilises en periode de jeune. 

25 Apres une anesthesie au carbonate d' ethyle a 

15% (10 ml/kg ; Prolabo, Paris, France), une artere 
carotide est exposee, soigneusement degagee des tissus ou 
des nerfs environnants et un carre de parafilm est place 
sous la carotide. Une sonde Doppler est placee autour de 
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la carotide (cote cephalique) . Le signal Doppler est 
ajuste de maniere a avoir une deflexion maximale et 
assimilee a une valeur de 100%. 

Apres une periode de stabilisation du flux 
5 sanguin, un disque (3 mm de diametre) de papier filtre 
Wathman est place sur la carotide de maniere distale par 
rapport a la sonde. Deux microlitres d' une solution de 
FeCl 3 (Osi, Paris, France) a 25% dans de l'acide 
chlorhydrique 1 M sont deposes sur le papier filtre, qui 

10 est alors place a la verticale du parafilm au contact de 
la carotide degagee . Un chronometre est declenche. Apres 
30 secondes de contact du papier filtre, celui-ci est 
enleve. La formation du thrombus est alors suivie par 
1' analyse du signal Doppler. 

15 L' evaluation de la thrombose, exprimee en 

minutes, consiste a mesurer l'intervalle de temps 
separant 1 ' application du FeCl3 du moment oil le signal 
Doppler rejoint la ligne de base, traduisant ainsi une 
occlusion totale. 

20 Les animaux sont repartis en trois principaux 

groupes, 1'un recevant le serum physiologique (groupe de 
controle) , et les autres recevant respectivement le FBPM 
(a des doses variant de 1,25 a 10 mg/kg) et l'HNF (aux 
doses de 1,25 et 2,5 mg/kg). Le serum physiologique, 

25 ainsi que les solutions de FBPM et d'HNF, sont injectees 
par voie intraveineuse, sous un volume de 1 ml/kg, 
5 minutes avant 1' induction de la thrombose. 

• Resultats 

Le tableau IV resume les temps d' occlusion 
30 arterielle (en minutes) , ainsi que le facteur de 
multiplication du temps d' occlusion (calcule par rapport 
au temps d' occlusion temoin) , en fonction des doses de 
FBPM et d'HNF administres par voie intraveineuse. Les 
symboles *** et ** indiquent les seuils de signif icativite 
35 d'une probability respectivement egale ou inferieure a 
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0,1% et 1% ( respect ivement, p < 0,001 et p < 0,01 dans le 
test statistique de Student) . 



Tableau IV 





temps 


facteur de 


nombre d' animaux 




d' occlusion 


multiplication 






(min . ) 






temoin 


11,6 ± 0,58 


/ 
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FBPM : 
10 mg/kg 
5 mg/kg 
2, 5 mg/kg 
1, 25 mg/kg 


52,5 ± 7,5"* 
41,7 ± 8,9"' 
31,9 + 9,3" 
12,7 ± 1,4 


4, 52 
3, 59 
2, 75 
1,09 


6 
7 
6 
5 


HNF : 
2, 5 mg/kg 
1,25 mg/kg 


60,0 ± 0"* 
20,5 ± 0,5" 


5, 17 
1,76 


2 
3 



5 

Comme le montre le tableau ci-dessus, le temps 
d' occlusion est de 20,5 minutes apres une injection d' HNF 
a la dose de 1,25 mg/kg et est de 60 minutes lorsque 
1 ' HNF est administree a la dose de 2,5 mg/kg, soit plus 

10 de 5 fois le temps temoin. 

Quant au FBPM, il presente une activite 
significative dose dependante. Des la dose de 2,5 mg/kg, 
1' injection de FBPM induit un retard significatif du 
temps d' occlusion arteriel, temps qui apparait plus que 

15 double par rapport au temps temoin. 

Un calcul mathematique (regression lineaire) 
permet de deduire des resultats ci-dessus les doses de 
FBPM et d' HNF necessaires pour doubler le temps 
d' occlusion arterielle, qui sont voisines de 2 mg/kg pour 

20 le FBPM et de 1,25 mg/kg pour 1' HNF. 

EXAMPLE 2 : RISQUE HEMORRAGIQUE ET EFFET ANTICOAGULANT DE 
POLYSACCHARIDES SULFATES OBTENUS PAR DEPOLYMERI SATION 
D'UN FUCANE DE PHEOPHYCEES 

1 . Risque hemorragique chez le lapin 

25 a) Materiel et methode 

Chez le lapin, le risque hemorragique du FBPM 
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et de I'HBPM est evalue par la mesure de 1' allongement 
des temps de saignement, selon le modele de Carter et al. 
modifie par Doutremepuich et al. (Throm. Res., 1979, 15 , 
581-586) , apres administration des produits par voie 
5 sous-cutanee, 2 heures avant 1' induction de 1' hemorragie, 
a des doses proches de la DE 80 antithrombotique veineuse 
et de 5 fois cette dose. 

Le fucane de bas poids moleculaire (FBPM) et 
les animaux utilises sont identiques a ceux decrits dans 

10 1'exemple 1. Dans le cas de 1' injection a 1 x DE 80, 
1'heparine de bas poids moleculaire (HBPM) est la 
Fragmine® telle que decrite dans 1'exemple 1 ; dans le cas 
de 1' injection a 5 x DE 80, il s'agit de la Tinzaparine® 
(10 000 UI anti-Xa/0,5 ml ; lot Q 6369B) , fournie par la 

15 Societe Innohep (France) . 

b) Resultats 

A la dose permettant de doubler le temps 
temoin d' occlusion arterielle, correspondant a la DE 80 
antithrombotique veineuse, le FBPM et I'HBPM administres 

20 par voie sous-cutanee n'ont pas d'activite hemorragipare . 
On note egalement qu'a cette dose, et a la difference du 
FBPM, I'HBPM est inactive chez le lapin dans le modele de 
thrombose arterielle selon le modele d'Umetsu. 

A 5 fois cette dose, ni I'HBPM, ni le FBPM 

25 n' induisent une augmentation significative du temps de 
saignement . 

2 , Risque hemorragiqxie chez le rat: 

a) Materiel et methodes 

Chez le rat, le risque hemorragique du FBPM, 
30 de l'HNF et de I'HBPM est evalue par la mesure de 
1' allongement des temps de saignement, selon le modele de 
Dejana et al. (Throm. Haemost., 1982, £8, 108-111). Le 
FBPM, l'HNF et les animaux utilises sont identiques a 
ceux decrits dans 1'exemple 1. 
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Les composes sont administres par voie 
intraveineuse a des doses de 5 et 10 mg/kg pour le FBPM 
(doses correspondant respect ivement a 2,5 fois et a 
5 fois la dose doublant le temps d' occlusion (TO) temoin 
(cf. tableau IV), de 750 et 1 500 UI anti-Xa/kg pour 
l'HBPM (Fragmine®) et de 1 mg/kg pour l'HNF, 5 minutes 
avant 1' induction de 1' hemorragie . 

b) Resultats 

Le tableau V resume, en pourcentages, 
1' allongement des temps de saignement obtenus. 



Tableau V 



doses 


produits 


allongement des temps 
de saignement 


nombre 
d' animaux 


1 X TO x 2 


FBPM 
HNF 


nd' 
>80% 


9 


2, 5 X TO x 2 


FBPM 
HBPM 


>50% 
>200% 


8 
8 


5 X TO x 2 


FBPM 
HBPM 


>200% 
>200% 


3 
3 



* nd : non determine 



15 II ressort de ce tableau qu' a 2,5 fois la dose 

necessaire pour doubler le temps d' occlusion temoin, le 
FBPM augmente bien moins le temps de saignement que 
l'HBPM. A 5 fois cette dose, les allongements des temps 
de saignement sont similaires pour les deux produits, 

20 Ainsi, en comparaison a une HNF et a une HBPM, 

il ressort du tableau V que le FBPM presente un risque 
hemorragique modere . 
3, Effet anticoagulant ex vivo 

a) Materiel et methode 

25 On utilise les plasmas provenant : 

- de lapins dans lesquels une thrombose 
veineuse selon le modele de Wessler a ete induite ; 

- des rats utilises dans 1' experience de 
thrombose arterielle selon l'exemple 1, ces rats ayant 

30 regu, par voie intraveineuse, des doses proches de celle 
necessaire pour doubler le temps d' occlusion temoin, soit 



5 



10 



22 



2,5 mg/kg de FBPM ou 1,25 mg/kg d'HNF, ou des doses 
doubles, c'est-a-dire 5 mg/kg de FBPM ou 2,5 mg/kg d'HNF. 

1/ injection d' une solution saline 

physiologique sert de controle. Le plasma des animaux est 
5 preleve juste apres la formation du sac veineux. 

La mesure du temps de cephaline active (TCK ou 
TCA) est effectuee comme suit : 

- pour les plasmas preleves chez les lapins, 
100 jil de plasma et 100 de reactif CKPrest (Stago, 

10 Asnieres, France) sont incubes pendant 3 minutes a 37°C, 
puis on ajoute 100 p,l de CaCl 2 pour declencher la 
coagulation. On obtient ainsi une mesure du TCK (Temps de 
Cephaline Kaolin) ; 

- pour les plasmas preleves chez les rats, le 
15 TCA est mesure sur 1' automate ACL 3000 (Delhomme, Paris, 

France) . 53 \xl de plasma et 53 y,l de cephaline activee 
par de l'acide ellagique (fourni par IL, Paris, France, 
sous la reference 97570-10) sont mis en contact, apres 
incubation a 37°C. La coagulation est declenchee par 

20 l'adjonction de 53 p.1 de CaCl 2 . L' augmentation de la 
turbidite due a la formation du caillot fibrineux est 
detectee par nephelometric . 

La mesure du temps de thrombine (TT) est 
effectuee comme suit : 

25 - pour les plasmas preleves chez les lapins, 

on met en presence 100 jal de thrombine (thrombine humaine 
fournie par Fibrindex Ortho Diagnostic Systeme, Roissy, 
France) avec 200 \±± de plasma, apres incubation pendant 
2 minutes a 37°C. L' addition de la thrombine au plasma 

30 declenche le processus de formation du caillot de 
fibrine ; 

- pour les plasmas preleves chez les rats, le 
TT est mesure sur 1' automate ACL 3000 decrit ci-dessus. 
Le plasma et la thrombine humaine (reference 0880, Stago, 

35 Asnieres, France), apres incubation a 37°C, sont mis en 
contact volume a volume (75 jal) . La formation d' un 
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caillot de fibrine augmente la turbidite, qui est 
detectee par nephelometrie sur 1' automate de coagulation. 

b) Resultats 

• Ef f et anticoagulant chez le rat 

5 . (administration des composes par voie 

intraveineuse) . 
Chez le rat, 1' injection intraveineuse de FBPM 
prolonge le TCA et le TT de fagon significative, mais de 
fagon bien inferieure a ce qui est observe avec l'HNF. 

10 • Ef f et anticoagulant chez le lapin 

(administration des composes par voie sous- 
cutanee) . 

Les resultats des TCK obtenus chez le lapin, 
exprimes en secondes, sont resumes dans le tableau VI ci- 
15 dessous. Les symboles * et ** indiquent les seuils de 
signif icativite d' une probability respectivement egale ou 
inferieure a 5% et 1% (respectivement, p < 0,05 et 
p < 0,01 dans le test statistique de Student), 

20 Tableau VI 





dose 


TCK 


nombre 






(secondes) 


d' animaux 


controle 


0 


25, 1 + 1,3 


8 


FBPM 


7, 5 mg/kg 


28,2 ± 1,8 


6 




10 mg/kg 


29,4 ± 1,5* 


7 


HBPM 


50 UI anti-Xa/kg 


25,7 ± 1,7 


3 




100 UI anti-Xa/kg 


27, 0 ± 1, 5 


3 




200 UI anti-Xa/kg 


33, 9 ± 5,0** 


3 



II ressort du tableau VI que l'HBPM 
(Fragmine®) , administree a des doses allant de 50 a 200 UI 
anti-Xa/kg, 2 heures avant les prelevements sanguins, 
25 n' induit qu'a une tres forte dose (200 .UI anti-Xa/kg) une 
elevation significative du TCK (35,3% d' augmentation par 
rapport au groupe de controle) . 
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Le TCK ne subit aucune modification 
significative pour la dose de FBPM de 7,5 mg/kg, 
administree par voie sous-cutanee 2 heures avant les 
prelevements sanguins. A la dose de 10 mg/kg, on note une 
5 augmentation discrete, mais significative (17% 
d' augmentation) . 

Les resultats des TT obtenus chez le lapin, 
exprimes en secondes, sont resumes dans le tableau VII 
ci-dessous. Le symbole ** indique le seuil de 
10 signif icativite d'une probability egale ou inferieure a 
1% (p < 0,01 dans le test statistique de Student). 



Tableau VII 





dose 


TT 


nombre 






( secondes ) 


d' animaux 


controle 


0 


31, 6 ± 1, 3 


9 


FBPM 


7, 5 mg/kg 


34,7 ± 2,2 


6 




10 mg/kg 


31,5 ± 1,2 


7 


HBPM 


50 UI anti-Xa/kg 


32,5 ± 2,7 


3 




100 UI anti-Xa/kg 


38,2 ± 4,1 


3 




200 UI anti-Xa/kg 


> 98** 


3 



15 II ressort du tableau VII- que le temps de 

thrombine moyen (TT) ne subit aucune modification 
significative pour les doses de FBPM testees, 
administrees par voie sous-cutanee 2 heures avant les 
prelevements sanguins. On note que l'HBPM (Fragmine®) , aux 

20 doses testees, augmente le TT. 

EXEMPLE 3 : ETUDE EX VIVO DE L'EFFET DE POLYSACCHARIDES 
SULFATES OBTENUS PAR DE POLYMERISATION RADICALAIRE D' UN 
FUCANE DE PHEOPHYCEES SUR 1 ' AGREGATION PLAQUE TT AIRE 

a) Materiel et methode 

25 Le FBPM et 1'HNF sont tels que decrits dans 

l'exemple 1. L' HBPM est de la Tinzaparine®, fournie par 
Innohep . 
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• Chez le lapin. 

Le FBPM et l'HBPM sont injectes, par voie 
sous-cutanee, a dose voisine de 5 x DE 80 (5 fois la dose 
necessaire pour diminuer de 80% le poids moyen des 
5 thrombi temoins) determinee selon le modele de thrombose 
veineuse selon Wessler (DE 80 de la Tinzaparine® par 
injection sous-cutanee : 80 UI anti-Xa/kg) . Ainsi, le 
FBPM et l'HBPM sont injectes, aux doses respectives de 
37,5 mg/kg et de 400 UI anti-Xa/kg. Quant a l'HNF, elle 
10 est administree par voie intraveineuse a une dose voisine 
de 10 x DE 80, c'est-a-dire a raison de 1 mg/kg. 

- Agregation a la thrombine. 

De la thrombine bovine a 100 U NIH (National 
Institute of Health) /ml, (Sigma, reference 4648), 

15 conservee a -70 °C, est decongelee et diluee au 1/10 dans 
du serum physiologique, puis conservee dans de la glace 
pendant la duree de 1' experimentation . A 300 jxl de PRP 
(Plasma Riche en Plaquettes) , obtenu par centrif ugation 
du sang des animaux pendant 10 minutes a 400 g , et pre- 

20 incubes pendant 1 minute a 37 °C, sont ajoutes 100 |il de 
tampon PBS et une quantite de thrombine (quantite voisine 
de 8 necessaire pour avoir une concentration finale 

proche de 0,2 U NIH/ml. 

- Agregation a l'ADP (adenosine diphosphate) . 
25 Une solution d'ADP a 100 jaM (reference 0494, 

Stago, Asnieres, France), conservee a -20°C, est 
decongelee, diluee au 1/25 et 1/12,5 dans du tyrode 
calcique (NaCl 138,6 mM ; KC1 2,8 mM ; NaHC0 3 11,9 mM ; 
MgCl 2 1,1 mM ; NaH 2 P0 4 0, 33 mM ; glucose 11,2 mM ; CaCl 2 

30 4 pM ; Laboratoires FOURNIER) et mise dans de la glace 
pendant la duree de 1' experimentation . Apres incubation 
de 300 |il de PRP a 37 °C pendant 1 minute, 1' agregation 
plaquettaire est declenchee par 100 jal d'une solution 
d'ADP (concentration finale de 1 et 2 jaM) . 

35 • Chez le rat. 

Le FBPM et l'HNF sont injectes par voie 



26 



intraveineuse, 5 minutes avant les prelevements sanguins, 
aux doses respectives de 2,5 et 5 mg/kg pour le FBPM et 
de 1,25 et 2,5 mg/kg pour l'HNF. 

Les protocoles d' agregation plaquettaire sont 
5 similaires a ceux decrits ci-dessus, aux differences pres 
suivantes pour le protocole d' agregation a la thrombine : 
le tampon ajoute au PRP est un tampon tyrode recalcifie, 
et la concentration finale en thrombine est de 0,6 U 
NIH/ml. 

10 b) Resultats 

• Chez le lapin. 

Le FBPM et l'HBPM (a la dose de 5 x DE 80) et 
l'HNF (a la dose de 10 x DE 80) inhibent a 100% 
1'agregation plaquettaire induite par la thrombine, mais 
15 n' inhibent pas 1'agregation plaquettaire induite par 1 \xM 
et 2 \M d'ADP. 

• Chez le rat. 

Le FBPM et l'HNF inhibent a 100% 1'agregation 
plaquettaire induite par la thrombine. 

20 A 1' inverse de ce qui est note suite a 

1' injection d'HNF (absence d' inhibition ou tres faible 
inhibition de 1'agregation plaquettaire), le FBPM, quelle 
que soit la dose injectee, reduit de 35 a 45% 
1'agregation plaquettaire induite par 1'ADP, sans qu'un 

25 effet dose puisse etre note. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui 
viennent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle 

30 embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1' esprit du technicien en la matiere sans 
s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente 
invention . 



RE VEND I CAT I ON S 



1. Utilisation d'un polysaccharide sulfate 
susceptible d'etre obtenu par depolymerisation 
radicalaire d'un fucane brut issu de Pheophycees, ledit 
polysaccharide ayant une masse molaire inferieure ou 
egale a 10 000 g/mol, pour l'obtention d'un medicament 
destine a la prevention ou au traitement de la thrombose 
vasculaire. 

2. Utilisation selon la revendicat ion 1, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a la 
prevention ou au traitement de la thrombose veineuse. 

3. Utilisation selon la revendicat ion 1, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a la 
prevention ou au traitement de la thrombose arterielle. 

4. Utilisation selon la revendication 3 pour 
la prevention de la restenose arterielle. 

5. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que ledit 
polysaccharide sulfate a une masse molaire inferieure a 
5 000 g/mol. 

6. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ledit 
medicament est destine a etre administre par voie 
parenterale . 

7. Utilisation selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
etre administre par voie intraveineuse . 

8. Utilisation selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
etre administre par voie sous-cutanee. 

9. Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que' ledit medicament " est destine a 
etre administre, de fagon preventive, a une dose 
journaliere comprise entre 150 et 300 mg . 
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10. Utilisation selon la revendicat ion 8, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
etre administre, de fagon curative, a une dose 
journaliere comprise entre 450 et 600 mg . 
5 11. Utilisation selon la revendication 4, 

caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
etre administre par voie locale. 

12. Utilisation selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ledit medicament est destine a 
10 etre administre par diffusion endoparietale . 



